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RESUMEN
Las biotécnicas de reproducción asistida han adquirido importancia comercial en los últimos 
años. Asociado a estas técnicas surge el interrogante sobre su rol en la posible transmisión 
de agentes infecciosos vía semen y ovocitos utilizados como material de partida. La elevada 
prevalencia y capacidad de causar infecciones reproductivas del virus de la Diarrea Viral Bovina 
(vDVB) lo ha convertido en un problema potencial en la producción in vitro de embriones. La 
presente revisión aborda los antecedentes previos sobre la temática y muestra resultados propios 
sobre las vías de infección del virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) asociadas a las técnicas 
de producción in vitro (PIV) y su impacto en la reproducción bovina. Los resultados obtenidos 
demuestran alteraciones en el desarrollo folicular ovárico asociadas a infecciones persistentes 
por vDVB. Estas alteraciones fueron reflejadas en la baja eficiencia obtenida en la fecundación 
in vitro (FIV) como resultado de la interacción temprana entre el virus y la línea germinal del 
ovario. Por otra parte, se determinó que el vDVB-no citopático (vDVB-ncp) puede atravesar 
la zona pelúcida de ovocitos bovinos infectados al inicio de la etapa de maduración in vitro 
(MIV). Este hallazgo pone en evidencia la importancia de controles sanitarios en los sistemas 
de producción in vitro basados en la comprensión de los riesgos de transmisión del virus a partir 
de semen y ovocitos. Asimismo, la asociación del vDVB con gametas fue demostrada cuando 
la FIV se realizó tanto con ovocitos como con semen de animales persistentemente infectados 
(PI), donde se observó una disminución en las tasas de división y desarrollo de embriones. La 
información presentada en este artículo de revisión aporta al conocimiento sobre las implicancias 
de infecciones por vDVB en los sistemas de PIV y su efecto en el desarrollo embrionario, como 
así también al impacto de la transmisión de la infección en el ganado bovino mediante técnicas 
de reproducción asistida.
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1. Relevancia de las biotécnicas de 
reproducción asistida en la producción 
comercial de ganado
 En los últimos años el desarrollo y la 
implementación de biotécnicas de reproducción 
asistida en la producción animal de ganado 
bovino han crecido considerablemente55. La 
inseminación artificial (IA) y posteriormente el 
desarrollo de las tres tecnologías de generación 
de embriones: obtención in vivo, producción 
in vitro y transferencia nuclear de células 
somáticas57, 19, han representado un cambio 
potencialmente significativo en la producción 
comercial de ganado bovino con la posibilidad 
de incrementar o disminuir la propagación de 
agentes infecciosos dentro y entre rodeos24.
Teniendo en cuenta el alto nivel de 
aplicación de las técnicas de reproducción 
asistida en los últimos años, la difusión de 
distintos agentes infecciosos vía el material 
de partida requerido para su desarrollo como 
SUMMARY
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semen, ovocitos o embriones, podría verse 
facilitada. Surge entonces, con creciente interés, 
determinar el rol que tiene la aplicación de 
estas técnicas como factor de riesgo en la 
transmisión de enfermedades7, 4, 3, 11. Para ello 
es necesario considerar la combinación de 
factores propios del agente, el huésped y el 
ambiente que se combinan para determinar 
si una enfermedad prevalecerá, o no, en una 
población de individuos51. Por lo tanto, cuando 
estas tecnologías son aplicadas y sus resultados 
son trasladados a campo, es sumamente relevante 
la implementación de normas de bioseguridad 
basadas en la investigación básica y experimental. 
2. Aspectos generales del vDVB
Considerando los datos de seroprevalencia 
del virus de la Diarrea Viral Bovina (vDVB) en 
nuestro país46 y su potencial interacción en la 
producción in vitro (PIV) de embriones bovinos, 
es de sumo interés conocer los mecanismos 
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involucrados en la interacción del vDVB con 
las gametas y embriones resultantes de los 
procedimientos de fecundación in vitro (FIV).
Desde su identificación como un virus 
emergente en 1946, hasta el presente, los 
distintos cuadros clínicos - patológicos a 
partir de los cuales el vDVB ha sido aislado 
demuestran su capacidad de adaptación al 
ganado bovino y su compleja patogenia15. Los 
trastornos digestivos, los cuadros respiratorios 
y principalmente, los trastornos reproductivos, 
son la causa más importante de pérdidas 
económicas causadas por el vDVB. Para 
ello, el virus utiliza múltiples estrategias para 
asegurar su supervivencia y propagación 
exitosa en huéspedes mamíferos; esto incluye la 
supresión del sistema inmune del hospedador, la 
transmisión por rutas directas e indirectas y quizá 
lo más importante, la capacidad de establecer 
infecciones congénitas que generan animales 
persistentemente infectados (PI). Los bovinos 
con esta característica excretan y transmiten el 
virus en forma mucho más eficiente que animales 
con infecciones agudas66.
El vDVB es un miembro del género pestivirus 
perteneciente a la familia Flaviviridae. Los 
pestivirus se dividen actualmente en 4 especies, 
el virus de la peste porcina clásica (vPPC), el 
virus de la enfermedad de la frontera en ovinos 
(vEF), y dos genotipos del vDVB (genotipo 1 
y genotipo 2)47, 50. Debido a que el vDVB es un 
virus ARN, las mutaciones genéticas ocurren 
con relativa frecuencia durante su replicación, lo 
que conlleva a variaciones genéticas, antigénicas 
y de virulencia entre las distintas cepas. Según 
su comportamiento y efecto en cultivos 
celulares, los pestivirus se dividen en dos 
biotipos: citopáticos, o citopatogénico, (cp) 
y no-citopáticos, o no-citopatogénico (ncp). 
Los virus cp inducen muerte celular mediada 
por apoptosis, ocasionando vacuolización 
citoplasmática; mientras que los virus ncp no 
causan cambios visibles en el cultivo celular, 
manteniendo su aspecto y crecimiento normal. 
Este comportamiento in vitro no implica que 
los biotipos ncp sean no patogénicos; por el 
contrario, además de ser el biotipo predominante 
en la naturaleza, y capaz de originar infección 
persistente, también se lo puede asociar a la 
mayoría de las formas clínicas21. El biotipo cp se 
aísla únicamente de animales con Enfermedad 
de las Mucosas (una forma letal de presentación 
de la enfermedad) y se origina por mutación  del 
biotipo ncp, ya sea por depleción de fragmentos 
del genoma viral, inserción de fragmentos de 
ARN celular o duplicación y reordenamiento 
del ARN viral36. 
El genoma del vDVB consiste en una 
sola cadena de ARN, de sentido positivo, de 
aproximadamente 12.300 bases de longitud 
en cepas ncp. Las diferencias entre cepas 
del vDVB no están restringidas a una única 
región, sino que se encuentran a través de todo 
el genoma49. Sin embargo, algunas regiones 
son altamente conservadas y se utilizan para 
la identificación de género, o tienen mayor 
relevancia biológica entre los genotipos 1 y 2. 
La región no traducible en el extremo 5’ (5’-
UTR) es una región altamente conservada y 
por ende la más comúnmente utilizada para la 
detección y caracterización de cepas del vDVB. 
Este segmento genómico, resulta en  una región 
adecuada para su amplificación por la técnica de 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 14.
2.1. Replicación y propagación 
El virus es internalizado por un mecanismo 
dependiente de Clathrina dentro del lisosoma 
de la célula31, 40. El ARN genómico es liberado 
dentro del citoplasma de la célula donde la 
traducción de las proteínas virales tiene lugar. A 
pesar de los numerosos estudios sobre la biología 
del vDVB es muy poco lo que se conoce sobre el 
mecanismo de ensamblaje y posterior liberación 
de la célula hospedadora. Se ha podido establecer 
que las partículas virales son ensambladas en el 
retículo endoplásmico (RE) con modificaciones 
transcripcionales del tipo glicosilaciones durante 
el paso de elongación final33, 42.
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3. El vDVB en los sistemas de 
producción in vitro de embriones 
bovinos
Los embriones obtenidos in vivo o producidos 
in vitro pueden contaminarse durante los 
diferentes pasos de producción y transferencia 
por la incorporación de agentes infecciosos a 
través del semen u ovocitos64. Por consiguiente, 
la implementación de estas tecnologías requiere 
de un permanente control sanitario, tanto de las 
gametas como de los embriones resultantes, con 
el objetivo de reducir y/o eliminar la potencial 
transmisión de microorganismos patógenos53, 52. 
Durante los últimos 25 años, numerosos 
agentes infecciosos del ganado bovino han sido 
estudiados en el contexto de la producción 
de embriones in vivo y su transferencia, para 
determinar si las técnicas reproductivas podían 
tener impacto disminuyendo, o incrementando 
la propagación de diferentes patógenos35, 68, 55. 
El vDVB es uno de los 12 agentes infecciosos 
que afectan la ganadería comercial, incluidos 
en la “Categoría 3”, determinada por la World 
Organization for Animal Health (OIE) 2008. 
Esta categoría comprende aquellos agentes 
para los cuales la evidencia preliminar indica 
bajo riesgo de transmisión, si los embriones 
son correctamente manipulados, conforme lo 
dispone el Manual de procedimientos de la 
International Embryo Transfer Society (IETS) 
(4th Edition IETS Manual). Sin embargo, aún 
se requieren investigaciones adicionales para 
establecer con precisión los mecanismos de 
acción y por ende, la posibilidad de que el vDVB 
pueda ser transmitido mediante tales técnicas 
reproductivas23, 24.
La amplia distribución del vDVB en la 
población bovina y su tropismo por el tracto 
reproductivo, ha recibido la mayor atención por 
parte de la comunidad científica56. Es así que se 
ha demostrado que la mayoría de los productos 
de origen animal que se emplean en la PIV de 
embriones bovinos pueden estar contaminados 
con vDVB, o con herpesvirus bovino (otro 
agente capaz de causar infecciones genitales), 
cuando proceden de animales infectados 
(Tabla 1), aún en las formas asintomáticas de 
infección17, 37. Tal es el caso de los animales 
persistentemente infectados (PI) con vDVB 
que además de cursar con una infección 
asintomática, son los principales reservorios y 
transmisores de la infección viral37. Cabe destacar 
que una potencial vía de ingreso de agentes 
infecciosos en los sistemas de producción in vitro 
son las gametas y los fluídos asociados,  como así 
también en las células somáticas usadas durante 
la maduración, fecundación o cultivo in vitro. 
Además no dejan de tener relevancia los insumos 
de origen animal contaminados que se emplean, 
como suero fetal bovino, seroalbúmina bovina, 
u hormona folículo estimulante10.
3.1. El rol de la zona pelúcida
Un aspecto relevante sobre los riesgos de 
transmisión de patógenos virales es el rol de 
la zona pelúcida (ZP). La ZP en una cubierta 
acelular que recubre inicialmente a los ovocitos 
y de la cual eclosiona el blastocisto alrededor 
del día 8 luego de la fecundación. En general, 
se ha considerado que una ZP intacta protege 
al embrión temprano de agentes infecciosos en 
el bovino61, 63, 65. Sin embargo, una diferencia 
fundamental entre los embriones obtenidos in 
vivo y los producidos in vitro es la estructura de 
la misma. Existen evidencias que indican que 
características a nivel estructural, propias de  los 
embriones producidos in vitro, modularían su 
interacción con el (vDVB) de manera diferente 
a lo que ocurre en embriones obtenidos in 
vivo55. Estas diferencias tendrían efecto tanto 
en la capacidad como en la persistencia de la 
infección. Por lo tanto, las distintas etapas de los 
sistemas de PIV de embriones son puntos críticos 
para el monitoreo de infecciones virales27. Está 
establecido que los ovocitos de mamíferos 
son competentes a nivel transcripcional y 
traduccional a lo largo de su desarrollo y por 
lo tanto, podrían favorecer la replicación del 
vDVB luego de una infección inicial18, 51. Este 
proceso podría ocurrir durante la maduración de 
los ovocitos dentro del folículo en desarrollo, ya 
sea antes de la formación o una vez desarrollada 
la ZP mediante proyecciones citoplasmáticas de 
las células del cúmulos, las cuales penetran la ZP 
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entrando en contacto directo con la membrana 
del ovocito (oolema) 25. 
Si bien un factor de resistencia a las 
infecciones virales de ovocitos bovinos, ha sido 
atribuido a la barrera física que representa la 
ZP, algunos antecedentes demuestran que una 
ZP intacta no garantiza que ovocitos bovinos se 
encuentren libres del virus luego de la infección 
con vDVB20, 30.
Debido a estas diferencias en sus propiedades 
entre embriones obtenidos in vivo y producidos 
in vitro, es necesario ampliar las investigaciones 
en tal sentido62. Con el advenimiento de técnicas 
como, la PIV de embriones bovinos, surgieron 
nuevos interrogantes sobre el rol de la ZP 
en la prevención y/o transmisión de agentes 
infecciosos, de acuerdo a sus propiedades. Es 
así que algunos virus, que se consideraban de 
bajo o insignificante riesgo de transmisión 
mediante la transferencia de embriones in vivo, 
no pudieron ser eliminados mediante los lavados 
convencionales sugeridos para embriones 
producidos in vitro (Tabla 2)55. 
3.2. Semen bovino como fuente de 
infección
Por otra parte, hay evidencias discutibles 
sobre si la replicación del vDVB puede ocurrir 
dentro de la gameta masculina como resultado 
de una infección gonadal en la vida prenatal en 
machos persistentemente infectados69. Mientras 
esta situación en bovinos aún es motivo de 
estudio, trabajos realizados en cerdos salvajes 
inoculados experimentalmente con el virus de 
la fiebre porcina clásica (CSFV), un pestivirus 
estrechamente relacionado con el vDVB, 
mostraron la localización del ARN viral en 
tejido testicular mediante hibridación in situ, 
específicamente dentro de espermatogonias, 
espermatocitos y espermátidas, indicando 
la capacidad de los espermatozoides para 
transportar el virus12. En lo que respecta a la 
asociación del vDVB con el espermatozoide 
bovino, continúa siendo tema abierto de 
investigación si el virus se adhiere a la membrana 
acrosomal (externa o interna) o es adsorbido 
a algún receptor de membrana. Mediante la 
exposición de espermatozoides bovinos a tres 
diferentes virus envueltos, no patógenos de 
bovinos (Sendai, Influenza y  Forest Semliki), 
se demostró la fusión de estos con las células 
espermáticas cuando se realizaron ajustes 
apropiados de pH. Sin embargo, la fusión 
no se produjo cuando la envoltura viral fue 
removida por tratamiento con neuraminidasa, 
demostrando que los espermatozoides pueden 
servir como portadores de partículas virales, 
especialmente de virus envueltos45. A pesar de 
Producto animal Aislamiento de HVBo-1 Aislamiento de vDVB
Ovario Si Si
Fluido folicular Si Si
Células cúmulus Si Si
Ovocito No Si
Células tubo uterino Si Si
Suero Si Si
Contaminante Rango de muestras positivas (%)
Bacteria 13–68
Herpesvirus bovino-1 0–12
Virus Diarrea Viral Bovina 1–12
Tabla 1. Nivel de contaminación reportado en materiales de origen animal provenientes de matadero utilizados en 
múltiples laboratorios de fecundación in vitro de embriones bovinos. Datos recopilados de Stringfellow et al., 2004.
Tabla 2. Materiales de origen animal de los que se han aislado virus de la Diarrea Viral Bovina y Herpesvirus 
Bovino-1. Datos recopilados de Stringfellow and Givens (2000b)
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estos hallazgos, quedan puntos relevantes por 
dilucidar en los mecanismos de interacción de 
la partícula viral con el espermatozoide. 
El análisis de semen proveniente de toros PI 
con vDVB ha mostrado títulos virales del orden 
de 1 x 104.06 TCID/mL en plasma seminal27. 
Por otra parte, el acondicionamiento de estas 
muestras para procedimientos de FIV mediante 
técnicas de separación espermática (Percoll® y 
Swim up), mostraron que las mismas no son 
completamente eficientes en la remoción del 
vDVB5, 29, 22. Estos resultados soportan la teoría 
que el virus se encuentra asociado a la fracción 
espermática y no puede ser separado de la misma 
mediante la aplicación de estas técnicas de 
preacondicionamiento, lo que permite sugerir 
que las partículas virales permanecen asociadas 
al espermatozoide por mecanismos de adhesión 
y/o adsorción a la membrana acrosomal. Para 
que alguno de estos mecanismos ocurra, es 
necesario el reconocimiento entre glicoproteínas 
de la superficie viral y receptores específicos 
de la membrana celular70. Tal es el caso de las 
glicoproteínas gp 48 y gp 53, presentes en 
la envoltura del vDVB, las cuales han sido 
propuestas como responsables de la fijación del 
virus a células bovinas16, 9.   
En lo que respecta al uso de semen 
contaminado con vDVB en procedimientos 
de FIV, hay numerosos reportes que muestran 
el impacto negativo en las tasas de división 
y desarrollo embrionario5, 40, 39, 29, 2. Otros 
autores también han observado que el virus 
no solo afecta negativamente la eficiencia de 
los procedimientos de FIV, sino que también 
postulan que la mortalidad embrionaria 
temprana podría estar asociada con determinadas 
cepas virales67. Por lo tanto, el semen es una vía 
de entrada directa del vDVB a los sistemas de 
producción in vitro  y pone de relieve el impacto 
negativo del virus sobre las tasas de división y 
desarrollo de los embriones resultantes, al menos 
cuando se tratan de cepas no citopáticas de 
vDVB. Por consiguiente el uso del mismo, ya 
sea que provenga de toros PI en servicio natural 
o de semen congelado de toros PI, conlleva 
un alto riesgo de transmisión de la infección 
viral cuando se implementan las biotécnicas 
de reproducción asistida que se desarrollan 
actualmente.
4. Impacto del vDVB durante la 
implementación de biotécnicas de 
reproducción asistida
Los bovinos persistentemente infectados 
como consecuencia de una infección congénita 
(durante el primer trimestre de gestación) son 
la principal fuente de infección y reservorio 
del vDVB en la naturaleza38. Estos animales 
eliminan constantemente grandes cantidades 
del virus en secreciones nasales, oculares, saliva, 
orina, materia fecal, semen y leche. Si bien 
los bovinos con infecciones agudas también 
son una fuente de infección; esta es menos 
eficiente ya que eliminan el virus en periodos 
más cortos y en menor cantidad que los PI37. 
La posibilidad de que el semen y/u ovocitos 
de bovinos PI resulten portadores del virus 
es un tema relevante en la PIV de embriones, 
dado que en esta técnica se utilizan ovocitos 
de hembras enviadas a faena de las que se 
desconoce su estatus sanitario y generalmente, 
semen críopreservado. Ello conlleva un alto 
riesgo de que células y tejidos utilizados en PIV 
provengan de animales PI y sean portadores 
del vDVB1. 
Trabajos previos han dilucidado parcialmente 
los mecanismos de acción del vDVB en la 
fecundación y en los estadios iniciales del 
desarrollo embrionario. Sin embargo, estos 
trabajos han mostrado resultados contradictorios 
respecto a la infección proveniente del uso 
de semen34, 35, 39 fluido folicular, células de la 
granulosa y del cúmulus, incluso parte del 
estroma ovárico contaminados con vDVB8. 
Otros trabajos proponen que el virus puede 
estar adherido a la zona pelúcida, lo que 
facilitaría su penetración a los ovocitos durante 
la fecundación34, 35. 
Como se ha planteado, las vías de transmisión 
del vDVB son múltiples. Si a ello se le agrega la 
dinámica de los sistemas de PIV de embriones 
bovinos, se pueden establecer cinco posibles 
vías de ingreso para el vDVB48: 
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1. ovocitos, 
2. semen, 
3. células del oviducto o de la granulosa, 
4. suero fetal bovino, 
5. seroalbúmina bovina. 
4.1. Riesgo del uso de material 
biológico proveniente de animales 
persistentemente infectados como 
material de partida en las biotécnicas de 
reproducción asistida
En la producción comercial de embriones 
bovinos se utiliza habitualmente semen 
criopreservado obtenido de un toro donante, 
proveniente de un centro habilitado de recolección 
de semen. Esto proporciona una garantía del 
estatus sanitario general del toro, de la correcta 
manipulación del semen durante su obtención 
y del cumplimiento de los niveles de calidad 
requeridos en cuanto a motilidad y normalidad, 
asegurándose además, un germoplasma de valor 
genético superior. Sin embargo, existen casos de 
infecciones persistentes testiculares, o toros PI 
que no son detectados por los análisis de rutina 
de detección del vDVB (ej. ELISA de captura, 
aislamiento viral, etc) y por lo tanto ingresan 
en un centro de IA. El análisis del semen por 
pruebas moleculares, como la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR), permite la detección de 
tales casos mejorando la sensibilidad y el tiempo 
de detección48, 29. 
Por otra parte, la principal fuente de ovocitos 
para los procedimientos de FIV proviene 
de ovarios de hembras enviadas a faena, sin 
ningún tipo de control sanitario de los ovarios 
recolectados. Como resultado cada pool de 
complejos cúmulo-ovocito CCOs sólo es 
evaluado desde el punto de vista morfológico 
según los criterios de calidad asignados por de 
Loos et al., 13. 
Considerando que tanto en infecciones 
agudas como persistentes del vDVB se han 
determinado disfunciones en la actividad 
ovárica31, 20, se ha establecido que existe una 
asociación entre el virus y cambios en la 
dinámica folicular. Estudios in vitro e in vivo 
demostraron que las alteraciones, tanto en 
el desarrollo folicular como en la maduración 
del ovocito, resultaron en un incremento 
significativo en las fallas de fecundación durante 
los procedimientos de FIV, como también en 
la muerte embrionaria temprana43. Estudios 
recientes han demostrado una disminución 
significativa en la población total de folículos 
y en el número de folículos primordiales y 
terciarios en ovarios provenientes de vaquillonas 
PI, indicando que el desarrollo folicular podría 
haber sido alterado por la presencia del vDVB. 
Estas alteraciones fueron, en parte, reflejadas en 
la baja eficiencia obtenida cuando los ovocitos 
recuperados de estos ovarios fueron utilizados para 
FIV mostrando una tendencia menor en las tasas 
de división y desarrollo de embriones al día 728. 
En conclusión, tanto el semen comercial 
contaminado con vDVB, como ovocitos de 
ovarios provenientes de vacas enviadas a faena, 
representan los primeros puntos de entrada de 
la infección en los sistemas de PIV48.
5. Conclusiones y Perspectivas
Diferentes autores han informado la facilidad 
con la cual los sistemas de producción in vitro de 
embriones pueden contaminarse con el vDVB y 
han expresado su preocupación por los riesgos 
de transmisión de la enfermedad, enfatizando 
la necesidad de una vigilancia constante en 
los laboratorios de PIV de embriones5, 26, 57, 
48. Los aspectos abordados en este artículo de 
revisión destacan el riesgo de contaminación 
existente y aportan nuevas evidencias sobre los 
riesgos potenciales cuando se utilizan materiales 
(ovocitos y semen) provenientes de animales 
infectados, aguda o persistententemente, con el 
vDVB. A pesar de las normas recomendadas por 
la IETS (International Embryo Transfer Society) 
para el ingreso de reproductores a centros de IA 
y transferencia embrionaria, la utilización de 
animales infectados, ya sea debido a una falla 
o falta de diagnóstico, podría ser la principal 
fuente de contaminación viral.
En el caso de los sistemas de PIV de 
embriones bovinos, la dinámica particular del 
vDVB dentro de los mismos, es un aspecto 
relevante que debe ser considerado al momento 
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de implementar alguna de las biotécnicas de 
reproducción asistida disponibles en pos de 
mejorar la producción comercial de ganado 
bovino.  
Como ha quedado demostrado a lo largo de 
este artículo, han ocurrido grandes avances en 
los últimos años respecto a la comprensión de la 
dinámica del vDVB durante la implementación 
de las diferentes técnicas de reproducción 
asistida. Estos avances han permitido dilucidar 
de manera parcial algunos de los aspectos más 
controversiales desarrollados en este artículo. 
Sin embargo, aún existen puntos claves que 
investigar, tales como la susceptibilidad de 
ovocitos y embriones frente a diferentes cepas del 
vDVB con diferente grado de virulencia y la/s 
ruta/s implicadas en la  interacción gameta-virus 
junto con la determinación de los receptores 
involucrados en la interaccion vDVB-gametas. 
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